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摘要 :【 B 55] ZR Drosophila melanogaster 肠 道中 栖 生 着 众多 微生物 ,通过 分 离 和 研究 其 内 共 
AE ,以 研究 肠 道 菌 群 的 多 态 性 和 作用 。【 方 法 】 利 用 Hungate 滚 管 技 术 从 黑 腹 果 晶 成 虫 肠 道 分 离 
厌 氧 细菌 ;通过 记录 果 晶 的 发 育 历 期 和 生长 速率 ,检测 该 细菌 对 果 曲 发 育 和 生长 的 影响 。【 结果】 
首次 从 黑 腹 果 晶 肠 道 内 分 离 到 一 株 产 气 英 膜 梭 菌 Clostridium periingens。 该 菌 能 够 有 效 地 定植 到 
果 蝎 肠 道 内 ,是 果 蝎 肠 道 共 生 菌 。 产 气 英 膜 梭 菌 显著 地 缩短 无 菌 果 蝎 的 发 育 历 期 ,将 无 菌 果 蝎 成 贤 
天 数 由 20 d 缩短 到 8.1 d, 羽 化 天 数 由 30 d 缩短 到 12.7 d。 该 菌 还 可 以 提高 果 昭 生长 速率 。【 结 
论 】 本 研究 揭示 了 产 气 英 膜 梭 菌 是 果 蝎 的 内 共生 菌 , 可 以 通过 提高 生长 速率 而 有 效 地 促进 果 晶 的 
生长 和 发 育 。 
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Abstract: [ Aim] To isolate and investigate the microbiota from Drosophila melanogaster gut harboring 
substantial numbers of commensal microorganisms , and to further reveal the diversity and functions of 
microbial communities. [ Methods] Anaerobic bacteria from the gut of D. melanogaster adults were 
isolated with Hungate roll tube technique. The symbiotic bacteria were assayed with colonization testing. 
The effects of the bacteria on developmental time and growth rate of D. melanogaster were detected. 
[Results] We first isolated one strain of the anaerobic bacteria ( Clostridium perfringens) from D. 
melanogaster gut. C. perfringens is able to colonize the fly gut and could be maintained in fly breeding 
medium, suggesting that it is a commensal bacterium of Drosophila. Furthermore, C. perfringens 
stimulated the development of germ-free D. melanogaster by shortening its developmental time; shortening 
pupal formation from 20 d to 8. 1 d and adult eclosion from 30 d to 12. 7 d, respectively. C. perfringens 
also accelerated the growth rate. [Conclusion] The study revealed that C. perfringens is the commensal 
bacteria of D. melanogaster, and has the promoting effect on the growth and development of D. 
melanogaster via promoting its growth rate. 
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后 生动 物 (metazoans ) 肠 道 是 一 个 开放 和 动态 
的 微 生 态 系统 ,包括 肠 道 .微生物 及 环境 因子 。 这 些 
肠 道 微生物 通过 宿主 -微生物 和 微生物 -微生物 之 间 
关系 网 ,广泛 地 影响 宿主 的 生理 功能 (Tremaroli and 
Bückhed, 2012) 。 它 们 不 仅 扩大 了 宿主 的 食物 来 源 
和 利用 率 ,而 且 产 生 许多 功能 性 物质 ,如 短 链 脂肪 酸 
和 维生素 等 ,进而 调节 宿主 的 代谢 和 免疫 ,并 且 与 人 
类 的 疾病 紧密 联系 ,如 糖尿 病 、 肥 胖 症 、 上 肠 道 炎 , 其 至 
点 之 一 。 

Ji ug Drosophila melanogaster 作为 一 种 模式 
生物 ,遗传 可 操作 性 强 ,是 一 个 优秀 的 遗传 与 发 育 模 
型 (Liu et al., 2012) ,在 现代 生命 科学 和 医学 研究 中 
发 挥 着 重要 的 作用 。 和 高 等 动物 一 样 ,常规 饲养 
( conventionally reared, CR) 果 晶 的 肠 道 也 栖息 着 大 
量 的 共生 微生物 ,因此 它 也 是 一 个 无 菌 ( germ free, 
GF) 或 者 悉 菌 (gnotobiotic ) 的 好 模型 (Ryu et al., 
2008). 。 近 年 来 ,研究 表明 肠 道 微 生物 对 果 蝇 生长 
和 发 育 有 着 重要 的 影响 (Shinel al. 2011; Lee and 
Brey, 2013) 。 首 先 , 果 晶 喜 食 腐烂 的 水 果 , 其 内 含 
有 大 量 的 发 酵 微生物 (Lee et al., 2013) ,说 明 这 些 
微生物 可 能 对 果 晶 发 育 和 生长 有 益处 (Erkosar et 
al., 2013) 。 其 次 , 果 蝇 体外 排卵 , 卯 外 包 囊 着 一 层 
几 丁 质 , 可 以 抵御 一 定 的 物理 和 化 学 处 理 , 所 以 可 以 
过 体 表 消毒 法 ,便捷 地 建立 无 菌 宿 主 。 在 无 菌 的 
基础 之 上 ,接种 特异 细菌 ,高 效 地 建立 悉 菌 模型 。 再 
次 , 果 蝇 肠 道 微生物 结构 与 人 肠 道 微生物 相似 ,具有 

定 的 保守 性 。 最 后 ,可 借助 果 蝇 强大 的 遗传 学 操 
作 优 势 , 有 利于 解析 微生物 调控 宿主 的 分 子 机 制 。 
总 之 , 果 晶 是 一 个 研究 宿主 与 微生物 相互 作用 的 优 
秀 模型 ,有 望 使 我 们 深入 了 解 细菌 代谢 物 通路 ,研究 
宿主 蛋白 如 何 特异 识别 某 一 细菌 代谢 产物 以 及 下 游 

言 号 通路 产生 的 生理 效应 。 

研究 表明 ,实验 室 饲 养 的 果 蝇 肠 道 主 要 栖 生 着 
5 种 共生 菌 ,分别 为 共 栖 肠 杆 菌 Commensali 
bacterintestini , YR Ws T E Acetobacter pomorum , 莫 氏 
7H 9H TF B  Gluconobacter morbife, fü Y 3L fT 
Lactobacillus plantarum 和 短 乳 杆菌 Lactobacillus 
brevis ( Shin et al., 2011) , 其 中 主要 为 醋 杆 菌 属 
Acetobacter 和 有 她 杆菌 属 Lactobacillus, ZR Ti , 3k F JE 
培养 依赖 的 PCR 测序 技术 , 发现 果 晶 肠 道 细菌 种 类 
远 远 多 于 我 们 的 预料 (Cox and Gilmore, 2007) 。 考 
虑 到 果 蝇 在 世界 范围 内 生存 环境 的 多 态 性 ,可 能 
然 界 会 有 更 多 的 肠 道 微生物 未 被 发 现 。 同 时 ,上 述 



























































S 

























































































研究 基于 有 氧 分 离 细菌 (Shin et al., 2011) ,得 到 的 
为 需 氧 菌 和 兼 性 厌 氧 菌 , 因而 会 错过 分 离 厌 氧 菌 的 
机 会 。 因 此 ,我 们 尝试 使 用 大 氧 分 菌 技 术 从 果 蝇 肠 
道内 分 离 厌 氧 微 生物 ,以 研究 肠 道 菌 对 果 蝇 发 育 和 
生长 的 影响 。 厌 氧 分 菌 目前 常用 Hungate 滚 管 技 
术 , 它 已 成 为 一 种 研究 厌 氧 菌 有 效 的 技术 和 方法 。 

本 研究 运用 Hungate JR BOR ,首次 从 黑 腹 果 
蝇 肠 道 分 离 到 一 种 大 氧 菌 ,经 鉴定 为 产 气 苹 膜 梭 菌 
Clostridium perfringens , 并 证 明 该 菌 是 果 蝇 肠 道 共生 
;通过 悉 菌 模型 ,研究 产 气 鞠 膜 梭 菌 对 果 蝇 的 发 育 
历 期 和 生长 速率 的 影响 ,发 现 产 气 苹 膜 梭 菌 提高 果 
晶 生 长 速率 ,说 明 产 气 欧 膜 梭 苗 是 果 蝇 正常 发 育 必 
需 的 共生 菌 。 本 研究 围绕 肠 道 微 生 态 新 兴学 科 , 解 
析 果 蝇 肠 道 戎 的 多 样 性 和 功能 ,具有 重要 的 理论 和 技 
术 突 破 , 同 时 也 将 为 人 体 与 微生物 互 作 机 理 提 供 新 的 
解 ,为 预防 和 治疗 相关 疾病 提供 一 定 科学 依据 。 














































































































六 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 菌株 和 昆虫 

产 气 荚 膜 梭 菌 和 乳 植 杆菌 均 为 本 实验 室 分 离 和 
鉴定 ; 果 晶 品系 为 野生 型 黑 腹 果 蝇 Oregon R, 由 中 国 
科学 院 遗 传 与 发 育 生物 学 研究 所 张 永 清 研 究 员 馈 
赠 。 所 有 的 果 蝇 均 在 25%C ,相对 湿度 50% , 光 周 期 
为 12L: 12D 条 件 下 培养 。 果 蝇 培 养 基 为 酵母 -玉米 
琼脂 培养 基 , 其 成 分 如 下 (1 000 mL) : ddH,O 1 350 
mL; Hj 13 g; CaCl,0. 83 g; REMA 31.6 g; 和 葡萄 糖 
63.2 g; 玉 米粉 77.7 g; 醇 母 粉 24 g; 防 腐 剂 (酒石酸 
HAHET). 。 为 了 避免 酵母 粉 含有 微生物 
因子 对 果 蝇 发 育 影响 ,利用 酷 蛋 白水 解 物 代 替 醇 母 
T (Shin et al., 2011) 。 水 解 酪 蛋白- 玉米 琼脂 培养 
基 : 用 不 同 浓度 水 解 酷 蛋白 代替 酵母 粉 , 同 时 不 添加 
防腐 剂 ,其 余 成 分 和 酵母 -玉米 琼脂 培养 基 相 同 。 
1.2 试剂 与 仪器 

Taq 聚合 酶 (大 连 宝 生物 ) ; 消毒 剂 威 露 士 ( 广 
MEK, 有效 成 分 为 对 氯 间 二 甲 基 茶 酚 ) ; 次氯酸钠 
(Sigma) ;水 解 酪 蛋白 ( Oxford ) ; 紫外 可 见 分 光 光 度 
仪 ( 岛 津 , UV-1800 ); 37% 恒温 培养 箱 (新 苗 ， 
GNP9080BS- Ill ) ;25Y 恒温 恒 湿 培养 箱 ( 恒 丰 , WS- 
01Y) ; 厌 氧 装置 系统 (南京 金正 ) 。 
1.3 细菌 的 分 离 与 鉴定 

取 15 头 成 年 果 晶 ,解剖 肠 道 置 于 1.5 mL EP 管 
中 ,70% 乙醇 消毒 2 次 ,磷酸 缓冲 液 清洗 2 次 后 ,加 
100 uL 磷酸 缓冲 液 研 磨 碎 后 注 和 人 厌 氧 滚 管 中 ,使 用 
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补充 葡萄 糖 的 YCFA 培养 基 , 置 37Y 恒温 箱 过 夜 培 
养 , 细 菌 分 离 方法 参考 刘 威 等 (2007) 。 竺 长 出 单 克 
隆 菌 落 , 接种 环 挑 出 , 提取 DNA, 使 用 PCR [X 
(Thermo, PX2) 43 16S rRNA 基因 , 送 样 测序 (上 
海 生 工 ) 。 细 菌 DNA 提取 和 16S rRNA 基因 克隆 与 
测序 方法 参见 刘 威 等 (2007) 。 将 16S rRNA 基因 序 
列 提交 GenBank, 获取 该 株 菌 登录 号 。 从 GenBank 
数据 库 中 下 载 相 关 9 株 菌 的 16S rRNA 基因 序列 。 
基于 16S rRNA 基因 的 同 源 性 ,使 用 MEGA 6.0 软件 
中 Neighbour-Joining 法 绘制 进化 树 。 
1.4 无 菌 (GF) 果 蝇 和 悉 菌 模型 的 建立 

酵母 襄 育 肥 雌 果 晶 ,用 葡萄 计 - 琼 脂 板 收集 10 h 
内 卵 ,无 菌 水 清洗 表面 的 酵母 膏 ,1: 30 稀释 的 威 露 
士 消毒 液 处 理 3 次 ,1 min/ 次 ,然后 1: 1 稀释 的 次 氧 
酸 钠 消毒 1 min,70% 乙醇 消毒 2 次 ,1 min/ 次 ,1%o 
TritonX-100 磷酸 缓冲 液 清洗 1 次 ,将 消毒 后 卵 转移 
到 高 压 灭 菌 后 的 果 蝇 食物 上 ,用 透气 不 透 菌 的 塞 子 
密封 玻璃 管 ,放置 到 清洁 培养 箱 内 培养 ,建立 无 菌 果 
蝇 (Shin et al., 2011) 。 为 了 确保 无 菌 ,我 们 通过 涂 
板 法 检测 起 初 和 实验 样本 是 否 有 细菌 污染 ,如 有 污 
染 将 弃 掉 被 污染 样本 。 








































































































虫 ,从 小 管 中 挑 出 果 蝇 , -20% 冰冻 处 理 1 ,然后 在 
显微镜 下 拍照 。 实 验 ImageJ 软件 测量 成 虫 翅 面积 、 
细胞 数 、 细 胞 尺寸 并 计数 [ 果 晶 这 细胞 比较 特别 ,每 
个 细胞 会 长 出 一 根 毛发 ,所 以 可 以 用 显微镜 拍摄 图 
片 后 计数 毛发 根 数 可 知 翅 细胞 数量 ,参考 Liu 等 
(2012) ] 。 
1.7 幼虫 体 表 面积 测定 

自 产 卵 后 第 3 天 起 ,每 日 从 食物 中 挑选 10 头 果 
JR, 直至 晴 出 现 为 止 。 将 幼虫 速冻 处 死 , 用 
ddH,O 封 片 以 备 观 察 。 利 用 体式 显微镜 采集 幼虫 
上 表面 和 侧面 图 片 ,利用 ImageJ 软件 计算 每 只 幼虫 
的 表面 积 ,通过 像素 点 表示 表面 积 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

本 实验 重复 3 次 及 以 上 ,对 肠 道 菌 数量 发育 历 
期 . 翅 面 积 ` 翅 细胞 数 及 幼虫 体 表 面积 进行 统计 ,以 
每 组 数据 的 平均 值 进行 数据 统计 ,采用 + 上 检验 。 



























































2 结果 


2.1 黑 腹 果 晶 肠 道 细 菌 的 分 离 与 鉴定 
我 们 使 用 Hungate 滚 管 技术 分 离 到 一 株 兼 性 厌 





























在 无 菌 果 蝇 基础 之 上 , 取 1 OD P^ ^ XE RUE TR 
和 乳 植 杆菌 菌 液 1 mL 到 EP 管 中 ,使 用 冷冻 离心 机 
(上 海 力 申 , Neofuge 13R)4 000 r/m 离心 3 min, 
上 清 ,磷酸 缓冲 液 洗 1 次 ,以 除去 细菌 培养 残 液 。 在 
生物 安全 柜 内 将 细菌 分 别 加 入 果 蝇 食物 中 ,建立 果 
晶 与 单一 细菌 共 悉 生 模型 ,每 次 至 少 做 5 小 管 
1.5 产 气 荚 膜 梭 菌 定植 果 晶 肠 道 

使 用 0.5% BE S Erg rs HR, Pn CORREA DRE 
立 悉 菌 模型 之 后 ,分 别 在 2 龄 .3 龄 幼虫 , 肾 , 初 羽化 
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氧 菌 ,经 染色 鉴定 为 革 兰 氏 阳 性 球 型 ,与 《 伯 杰 细菌 
鉴定 手册 》( Garrity et al., 2004) "P i Clostridium 
的 特征 相似 。 分 子 生 物 学 鉴定 :16S rRNA 基因 共 测 
出 的 有 效 长 度 为 890 bp ,在 GenBank 中 的 登录 号 为 
KU216210。 通 过 16S rRNA 基因 比 对 ,发 现 该 菌株 
与 分 离 于 污 泥 里 的 C. perfringens 关系 最 紧密 , 同 源 
性 高 达 99% ,我 们 将 其 命名 为 C.perfringens FY1。 
该 菌株 与 亲缘 关系 较 近 的 7 株 细菌 的 系统 进化 树 见 
图 1, 并 且 与 已 知 的 果 蝇 肠 道内 醋酸 杆菌 和 乳酸 杆 















































成 虫 和 成 熟 成 虫 各 取 6 头 ,70% 乙醇 消毒 2 次 ,磷酸 
缓冲 液 洗 1 次 ,研磨 虫 体 ,梯度 稀释 混合 液 ,用 于 肠 
道内 生 菌 计数 。 该 菌株 为 兼 性 厌 氧 菌 ,在 有 和 氧 条 件 
下 可 在 NA 培养 基 上 生长 ,因此 使 用 NA 琼脂 培养 
基 涂 板 计数 肠 道 细菌 数量 (Guo et al., 2014) 。 在 此 
菌 接种 后 2, 4 和 14 d, 取 0.1 g 培养 基 , 按 照 上 述 方 
法 涂 板 计数 果 晶 培养 基 中 细菌 数量 。 
1.6 果 蝇 发 育 历 期 和 结构 测定 

将 常规 饲养 (CR) JOA (GF) 和 悉 菌 3 组 卵 均 
接种 到 酪 蛋白 0. 1% , 0.3% 和 0. 596 培养 基 中 ,每 
天 计数 师 和 成 虫 出 现 的 天 数 ,最 后 计算 果 蝇 平均 化 
肾 和 羽化 的 时 间 。 

将 CR、GF 和 悉 菌 3 组 卵 均 接 种 到 0. 5% 酷 蛋 
白 培 养 基 中 ,测量 产 卵 后 144 h 龄 幼虫 长 度 , 待 到 成 




































































菌 有 较 远 的 亲缘 关系 。 据 我 们 所 知 ,这 是 首次 从 果 
晶 肠 道内 分 离 到 梭 菌 属 菌 株 , 说 明 果 晶 和 人 类 的 肠 
道 微生物 区 系 有 一 定 的 保守 性 。 
2.2 产 气 英 膜 权 菌 在 黑 腹 果 蝇 肠 道中 的 定植 
为 了 证 明 该 菌 为 果 蝇 的 共生 菌 ,我 们 首先 检测 
这 株 细菌 能 和 否 在 果 晶 肠 道 内 定植 。 在 含有 GF dh 
卵 的 培养 基 接 种 细菌 ,然后 在 果 晶 不 同 发 育 阶 段 检 
测 肠 道 内 细菌 定植 的 数量 。 我 们 发 现 果 蝇 肠 内 能 够 
定植 大 量 的 共生 菌 - 乳 植 杆菌 ( 阳性 对 照 ) (Storelli et 
al., 2011) ,其 每 个 肠 道 细菌 数量 约 为 10 (图 2: 
A) 。 产 气 莱 膜 梭 菌 和 乳 植 杆菌 类 似 ,在 果 蝇 发 育 各 
个 阶段 均 可 以 检测 到 产 气 美 腊 梭 菌 , 肠 道 载 落 量 约 
289 10 (El 2: A) ,说 明 产 气 荚 膜 梭 菌 是 一 种 果 蝇 共 
生 苗 。 肠 道 载 有 产 气 葬 膜 梭 菌 数量 呈 一 种 动态 变化 ， 
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Clostridium perfringens FY1 (KU216210) 









Clostridium perfringens (AB610568.1) 

Clostridium perfringens MES (FJ215349.1) 

Clostridium perfringens ATCC 13124 (KP326373.1) 
Clostridium perfringens (AB075770.1) 

Lactobacillus plantarum C15 (FR745401.1) 
Escherichia coli CCFM8340 (J803897.1) 


Acetobacter pomrum LMG 18848 (AJ419835.1) 





图 1 产 气 莱 膜 梭 菌 与 其 他 相关 细菌 的 系统 进化 树 
Fig. 1 Phylogenetic tree of Clostridium perfringens and other related bacteria 
标尺 示 序 列 差异 的 分 支 长 度 ; 括 号 内 为 GenBank 数据 库 的 登录 号 。Scale bar indicates the nucleotide divergence. The GenBank accession numbers 


are in parentheses. 




















在 3 龄 幼虫 期 达到 顶峰 ,数量 为 4.7 x10 ,随后 略 有 —— PRN, AIERT AFLAT PREIS] WT PUT FESTE 
降低 ,并且 最 终 稳定 下 来 。 气 莱 膜 梭 苦 的 定植 与 乳 基 中 稳定 地 繁殖 (图 2: B) ,进一步 证 明 产 气 美 膜 梭 
酸 苦 数量 类 似 , 但 在 各 个 时 期 比 乳酸 菌 低 。 我 们 进 “” 苦 是 果 晶 一 种 共生 戎 。 














A -e- L. plantarum 
=m- C. perfringens 





-e- L. plantarum 
=- C. perfringens 
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Le(CFU/g) 
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L2 L3 P E Ad 0 2 4 6 8 10 12 14 
发 育 阶 段 Devlopmental stage 培养 时 间 Culture time (d) 


图 2 产 气 荚 膜 梭 菌 和 乳 植 杆菌 在 黑 腹 果 蝇 肠 道 中 的 定植 

Fig. 2 Colonization of Clostridium perfringens and Lactobacillus plantarum in the gut of Drosophila melanogaster 
A: J^ CIBC PR CE ARCUP PLE. JR ARR B 4) a BER rA SERA A AFLE TA rU R A Br BEI GL ALPE GE. Colonization of C. 
perfringens in the Drosophila gut. C. perfringens and L. plantarum were inoculated to the eggs of germ free ( GF) flies, and the number of bacteria per 
gut was assessed. 12; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; L3; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; P; 肾 Pupa; E: 初 羽化 成 虫 Newly eclosed adult; Ad; 成 虫 后 期 
Late adult. B; j^^ (3E BU EHE RIARAEC PRU, PP OGEBURTSRISUISET Pa BETR BJ GF 果 晶 培养 基 中 ,检测 培养 基 细 菌 密度 。Colonization of C. 


perfringens in the medium. C. perfringens and L. plantarum were added to the medium of GF flies, and the number of bacteria in the medium was 































































































assessed. 


2.3” 产 气 荚 膜 梭 菌 对 黑 腹 果 昌 发 育 历 期 的 影响 成 师 和 羽化 分 别 为 8.1 和 12.7 d, 和 乳酸 菌 相当 。 
果 蝇 不 同 阶段 发 育 所 需 的 时 间 是 检测 果 晶 发 育 结果 说 明 产 气 莱 膜 梭 菌 具有 促进 果 蝇 发 育 的 作用 
状况 最 重要 的 指标 。 在 25Y 条 件 下 , CR REI (E3: AMB), 
后 第 6 天 就 可 以 成 肾 , 大 约 第 11 天 羽化 出 成 虫 , 完 2.4 产 气 芋 膜 梭 菌 对 黑 腹 果 蝇 尺寸 和 器 官 大 小 的 
成 一 个 世代 。 我 们 发 现 ,0.5% 酷 恒 白 就 提供 足够 的 影响 
营养 供 CR 果 蝇 正常 发 育 ,成 晴 和 羽化 分 别 需要 7.2 尽管 GF 果 蝇 在 0.5% 酷 蛋 白 食 物 上 发 育 历 期 
和 12.1d4( 图 3: A 和 B)。 随 着 蛋白 浓度 降低 ,略微 增加 ,但 是 让 其 继续 生长 ,仍然 能 够 到 达 特 定 的 龄 期 
会 延长 果 晶 的 发 育 历 期。 然而 ,CF 果 蝇 发 育 历 期 大 忠 体 ,比如 肾 和 成 虫 。 绪 果 显 示 , GF 成 虫 身 体 尺寸 
大 地 被 延迟 ,成 师 和 羽化 分 别 长 达 20 和 30 d( 图 3: (图 4: A) 和 翅 大 小 (图 4: B f C) 5 CR 之 间 的 差 
A fll B) ,说 明了 肠 道 微生物 是 果 蝇 正常 发 育 所 必需 。 异 不 显著 ,说 明 产 气 荚 膜 梭 菌 不 影响 最 终身 体 大 小 。 
的 。 在 3 个 酪 蛋白 浓度 梯度 下 , 产 气 荚 膜 梭 菌 均 显 。 我 们 进一步 发 现 ,CR 组 果 蝇 翅 细 胞 数目 也 与 GF 组 
车 地 缩短 GF 果 蝇 成 师 和 羽化 时 间 ( 图 3: A 和 B)。 无 差异 (图 4:E) ,说 明 产 气 蔷 膜 梭 菌 不 影响 最 终 器 
特别 在 0.596 MERRET ,其 促 生 长 作用 最 明显 ， ” 官 大 小 和 细胞 增殖 。 
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25 e dee Lg 


局 CR 
dk dee wek EH CF 
EA Clostridium perfringens 











E3 Lactobacillus plantarum 


成 肾 时 间 (q) 
Time after pupal emergence 


0.196 0.396 0.596 
培养 基 中 酪 蛋白 浓度 Casein concentration in the medium 


E CR 

Em GF 

E Clostridium perfringens 
E Lactobacillus plantarum 


羽化 时 间 (q) 
Time after adult emergence 


0.196 0.396 0.596 
培养 基 中 酪 蛋白 浓度 Casein concentration in the medium 


图 3 产 气 莱 膜 梭 茵 促进 黑 腹 果 蝇 肾 的 形成 (A) 和 成 虫 羽 化 (B) 











Fig. 3 Clostridium perfringens stimulates the pupal formation ( A) and adult eclosion ( B) of Drosophila melanogaster 





CR: 常规 饲养 Conventionally reared; GF; 无 菌 Germ free. 图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 ,采用 + 检验 进行 统计 分 析 。Data in the figure are mean + 
SE, and significant difference was test by t test. ns; 差异 不 显著 No significant difference; * ; P«0.05; * ; P<0.01; ** : P«0.001. 图 4 和 5 
同 The same for Figs. 4 and 5. 
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CR GF Clostridum Clostridum 
图 4 产 气 荧 膜 梭 菌 对 果 晶 成 虫 体 长 和 翅 大 小 作用 不 显著 


Fig. 4 Clostridium perfringens has no effects on the size of adult body and wing 
































R 体 长 Adult body length; B; K/h Wing size; C: 翅 面 积 Quantification of wing size; D: 翅 细 胞 数目 Quantification of wing cell number. 
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2.5 Ef E BEME EDS RR TRE SR 8 AE IER XE RT RTI] 
尽管 该 微生物 不 影响 果 蝇 最 终身 体 和 器 官 大 
小 ,但 是 GF 发 育 时 间 长 于 CR 组 ,提示 微生物 通过 
影响 宿主 生长 速率 而 加 速 果 蝇 发 育 。 在 0. 596 ME 
白 饲养 条 件 下 , GF 果 蝇 身体 尺寸 比 同日 龄 CR 组 
小 。 例 如 产 卵 后 144 h, CR 果 蝇 发 育 到 3 龄 期 幼虫 ， 
果 晶 体 长 约 为 2.6 mm( 图 4: A fil B) ,和 酵母 上 饲 
养 的 类 似 ,然而 ,此 时 GF 幼虫 仍然 处 于 1 或 者 2 龄 
期 , 约 为 0.8 mm (图 5: A 和 B), 身 体 长 度 远 远 小 
于 CR, 仅 为 相同 日 龄 CR 的 1/3。 补 充 产 气 莱 膜 梭 
菌 能 显著 地 增加 幼虫 体 长 ,平均 体 长 为 3. 1 mm, t 








Clostridium 





图 5 











至 大 于 CR 幼虫 体 长 (图 5: A 和 B)。 

为 了 动态 观察 果 蝇 生长 速率 ,我 们 利用 经 典 的 
测定 果 蝇 幼虫 体 表 面积 方法 评定 果 蝇 的 生长 速率 。 
结果 显示 ,在 幼虫 早期 ,GF 体 表 面积 增长 速度 与 CR 
相当 (图 5: C) ,差异 不 显著 可 能 源 于 早期 发 育 部 分 
营养 来 自 于 卵 ,属于 母体 效应 。 但 是 随 着 日 龄 增加 ， 
CR 体 表 面积 增长 加 速 , 显著 地 快 于 GF 组 (图 5: 
C) 。 产 气 莱 膜 梭 菌 组 生长 速率 与 CR 组 相当 (图 5: 
C) ,也 显著 地 快 于 GF 组 ,说 明 产 气 荚 膜 梭 菌 可 以 增 
加 果 蝇 生长 速率 。 
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产 气 甘 膜 梭 菌 促进 黑 腹 果 晶 幼虫 的 生长 速率 


Fig. 5 Clostridium perfringens promotes the growth rate of Drosophila melanogaster larvae 


A: 在 3 种 条 件 下 (CR, GF fI C. perfringens) F^ BB Je? 6 天 幼虫 的 身体 尺寸 Body size of larvae 6 d after egg laying under the three conditions ( CR , 





GF and C. perfringens); B; 果 晶 体 长 数据 统计 Quantification of larval body length; C; 幼虫 身体 表面 积 随 着 日 龄 (d) 的 


培养 基 Curve of larval surface over time (d) when larvae grew on 0.5% casein-containing fly food. 
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3 讨论 


因为 微生物 群落 的 相对 简单 性 和 建立 悉 菌 宿主 
的 简洁 性 , 果 蝇 为 我 们 提供 一 个 特别 的 模型 ,这 个 模 
型 避免 了 复杂 性 ,并 且 非 常 适合 揭示 菌 群 调制 宿主 
生理 的 分 子 机 制 ,从 而 解决 这 个 领域 的 挑战 性 问题 
( Erkosaret al., 2013) 。 人 研究 结果 表明 肠 道 微生物 对 
果 晶 发 育 具 有 重要 的 影响 , 果 晶 消化 道内 细 苗 苗 群 






































1 线 图 , 果 蝇 培养 使 用 





生物 远 比 我 们 预期 的 复杂 。 据 我 们 所 知 ,我 们 首次 
在 果 晶 肠 道 中 发 现 和 报道 产 气 荚 膜 梭 菌 ,为 果 晶 肠 
道 微生物 又 增加 了 一 个 新 菌 种 ,进一步 揭示 了 果 晶 
肠 道 菌 的 多 样 性 和 复杂 性 。 产 气 美 膜 梭 阔 缩短 GF 
果 晶 发 育 历 期 和 提高 生长 速率 ,因此 它 是 果 蝇 正常 
发 育 和 生长 必需 的 肠 道 菌 之 一 ,加 深 了 我 们 对 肠 道 
菌 对 果 晶 生长 和 发 育 作用 的 认识 。 

产 气 莱 膜 梭 苦 在 自然 界 中 广泛 存在 , 常 发 现 于 
土壤 ,植物 腐殖质 ,海洋 沉积 物 及 人 类 和 其 他 疹 椎 动 




















相对 简单 ,优势 菌 群 为 厚 壁 阔 门 (Firmicutes) ,代表 
性 醋酸 杆菌 属 和 乳 杆 菌 属 (Shin et al., 2011 ) 。 当 考 
虑 到 果 晶 的 生长 环境 差异 很 大 ,可 能 它们 的 共生 微 








物 .昆虫 等 肠 道内 (Shimizu et al., 2002) 。 尽 管 某 些 
产 气 鞠 膜 梭 菌 是 人 的 病原 菌 ,但 是 我 们 的 研究 表明 ，， 
产 气 莱 膜 梭 菌 是 一 种 果 蝇 的 肠 道 内 共生 菌 。 一 方 
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面 , 产 气 荧 膜 梭 菌 基因 组 有 编码 降解 碳水 化 合 物 和 
蛋白 的 酶 类 基因 ( Shimizuel al., 2002) , 这些 酶 在 体 
外 就 可 以 消化 食物 ,从 而 提高 果 晶 对 营养 物质 利用 ， 
同时 也 可 以 在 肠 道 内 继续 发 挥 消化 作用 ,并 且 刺 激 
果 蝇 肠 道 分 泌 消 化 酶 (Erkosar et al., 2015) ,最 终 促 
进 了 果 蝇 的 生长 和 发 育 。 这 种 微生物 促 生 长 效果 在 
营养 萎 乏 时 更 加 明显 :用 低 营 养 食物 饲养 ,GF 果 晶 
发 育 延迟 增加 了 6 d ,重新 接种 微生物 又 加 速 果 蝇 发 
育 生 长 (Shin et al., 2011) 。 营 养 匮乏 在 自然 界 里 
频繁 发 生 , 所 以 离开 了 这 些 共生 微生物 ,动物 生存 
是 不 可 能 的 (Kaiko and Stappenbeck, 2014)。 最 近 
有 一 种 新 的 全 基因 组 ( hologenome ) 理论 (Kaiko and 
Stappenbeck, 2014) , 这 个 理论 认为 共生 体 (宿主 
和 其 相关 联 的 微生物 ) 在 进化 中 作为 一 个 选择 单 
元 ,以 适应 环境 共同 进化 。 我 们 的 结果 提示 , 产 气 
莱 膜 梭 菌 提高 了 与 果 晶 共生 体 对 外 界 环境 的 适 
应 性 。 

肠 道 微生物 主要 通过 生长 速率 而 非 通过 增 大 个 
体 和 器 官 体积 而 实现 的 。 我 们 研究 发 现 , 产 气 鞠 膜 
梭 菌 可 以 显著 地 提高 果 蝇 生长 速率 (图 5) ,但 是 对 
果 蝇 身体 和 器 官 大 小 影响 甚 微 ( 图 4) o PARR 
菌 扩大 果 蝇 食物 来 源 ,提高 食物 利用 效率 ,特别 在 营 
JE ZA P , 肠 道 菌 不 仅 水 解 食物 ,形成 果 晶 容易 
利用 的 物质 , 而 且 可 以 刺激 果 晶 肠 道 分 泌 消 化 酶 
( Erkosar et al., 2015 ) , 增强 果 蝇 对 营养 物质 的 吸 
收 ,从 而 提高 果 蝇 的 生长 速率 。 但 是 研究 发 现 , 动 物 
的 大 小 在 物种 内 是 非常 恒定 ,机 体 经 常 调整 生长 程 
序 和 /或 其 成 熟 历 期 ,以 补偿 生长 障碍 (如 损伤 或 肿 
瘤 ) ,最 终 确保 正常 的 大 小 (Garelli et al., 2012) 。 
GF 果 晶 尽管 获得 可 利用 食物 少 , 但 是 可 以 通过 延长 
时 间 以 积累 营养 物质 ,只 有 果 晶 达到 一 定 的 器 官 和 
身体 大 小 ,才能 进入 下 一 个 阶段 。 所 以 ,我 们 推论 ， 
产 气 莱 膜 梭 菌 主要 通过 生长 速率 而 促进 果 蝇 发 育 和 
生长 。 

总 之 ,我 们 的 研究 表明 , 产 气 欧 膜 梭 菌 是 果 晶 的 
天 然 共生 菌 ,对 果 蝇 的 发 育 和 生长 至 关 重 要 。 目 前 
人 们 已 经 发 现 肠 道 菌 对 果 蝇 其 他 生理 会 有 影响 , 比 
如 代谢 、 衰 老 以 及 应 激 反 应 (Biteau et al., 2010; 
Brummel et al., 2004) , 产 气 鞠 膜 权 菌 在 这 些 方面 是 
否 有 作用 ,有 待 进一步 的 研究 。 同 时 ,我 们 的 研究 也 
说 明 , 果 蝇 -细菌 模型 是 一 个 优秀 的 研究 遗传 和 发 育 
工具 ,可 以 探索 微生物 和 宿主 之 间 关 系 ,增进 我 们 对 
微生物 重要 性 的 认识 。 
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